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(54) Nouveau produit biologique de remplacement du tissu conjonctif, a structure connposite a base de colla- 
gene, et precede pour sa preparation. 

^7) L'invention conceme un produit a structure composite 
a^se de collagene. 

Le produit comprend une trame spongieuse a larges 
mailles de collagene soluble ou insoluble faiblement reticu- 
le, dans lesquelles est inclus du collagene natif fortement 
reticule. II est obtenu par incorporation du collagene natif 
dans la structure spongieuse. puis reticulation a I'interieur 
de ladite structure. 

Application au remplacement du tissu conjonctif. 
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L' invention concerne de nouveaux produits biologigues 
destines au remplacement du tissu conjonctif, ainsi qu'un pro- 
cede de fabrication de ces produits biologigues par reticu- 
lation de collagene natif dans des structures spongieuses a 
^ base de collagene soluble ou insoluble de faible reticulation. 

II est souvent necessaire de pouvoir disposer de produits 
de remplacement du tissu conjonctif, par exemple pour cer- 
taines operations chirurgicales ou pour le traitement de brti- 
lures importantes . 

Le traitement des grands brtiles fait appel aujourd'hui 
aux biotechnologies, car 1 'utilisation d'allogreffes ' ou 
d'autogreffes n'est pas satisfaisante. En effet, les allo- 
greffes d'un tissu conjonctif provenant d'un donneur geneti- 
quement different du receveur sont generalement rejetees, tan- 
dis que les autogreffes ne sont possibles que dans une cer- 
taine limite de surface lesee. De plus, les techniques 
d' autogreffes sont longues et complexes. Ainsi, la reanimation 
des grands brules imposant de les recouvrir le plus tot pos- 
sible, il est indispensable d'utiliser des pansements biolo- 
2jO giques ou des equivalents de peau. 

Les equivalents dermiques a utiliser doivent etre ste- 
riles, hemostatigues lors de la greffe, cicatrisants, peu 
phlogogenes et biocompatibles, lis doivent aussi constituer 
une barriere centre les pertes hydroelectrolytigues , pro- 
Li" teiques et caloriques, presenter une bonne adherence a la sur- 
face de la zone a greffer, et posseder de bonnes qualites 
plastiques pour s'y adapter. En outre, leur conservation et 
leur utilisation doivent etre faciles, et ils doivent pouvoir 
etre epidermises in vitro. Or les produits biologigues de rem- 
3o placement actuellement disponibles ne peuvent etre correc- 
tement epithelialises en surface. 

Les produits biologigues de remplacement du tissu 
conjonctif actuellement disponibles sont essentiellement h 
base de collagene, et peuvent se ranger en deux categories aux 
7^ proprietes compl^mentaires : 

1. Ceux a base de collagene soluble natif reticule de 
type I. 
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2- Ceux formes d'eponges a base de collagene soluble ou 
insoluble associe a des glycosaminoglycanes ou mucopolysaccha- 
rides (polysaccharides contenant de I'hexosamine d'origine 
animale) ou a d''autres molecules analogues. 

^ Les divers types de collagene sent bien connus dans la 

technique et sont decrits notamment par E. Hay "Cell Biology 
of Extracellular Matrix" (1982) Plenum Press, New-York, et 
R,E. Burgeson "Genetic Heterogeneity of Collagens" J. Invest. 
Dermatol. 79, 25S-30S (1982). Le collagene de type I est es- 
sentiellement celui du derme et du chorion des muqueuses- 

On sait 1' importance du collagene comme biomateriau, , no- 
tamment dans le traitement des partes de substance cutanee, en 
chirurgie plastigue ou osseuse parodontale, et dans divers 
autres domaines cliniques. On peut se referer en particulier a 

JS^ B. Rouveix, ler Congres Atlantique - L'Avenir du collagene 
(Lyon 1985) • En effet, les collagenes sont les principaux 
constituants de la trame proteique des tissus conjonctifs. lis 
sont utilises dans beaucoup de produits biologiques de rempla- 
cement tels que les pansements biologiques ou les equivalents 

•io de peau realises in vitro pour la couverture des grands bru- 
les. 

Les gels obtenus a partir du premier type de collagene 
subissent une reticulation spontanee a pH 7 , a une temperature 
voisine de 37 "C, II en resulte un haut degre de reticulation 

2S du. gel, ce cjui permet une epithelialisation des equivalents 
conjonctifs qui peuvent alors servir de support pour la cul- 
ture de cellules epitheliales , par exemple de cellules epider- 
miques, ou pour la regeneration epitheliale in vivo. Le dia- 
metre des pores permettant la culture de cellules epitheliales 

3q doit etre d' environ 100 nm, ce qui est obtenu par la reticula- 
tion des gels. En outre, les gels peuvent se retracter sous 
1' action de cellules conjonctives telles que fibroblastes et 
chondrocytes, ce qui augmente la reticulation et ameliore les 
qualites mecaniques. La fine reticulation de la trame des gels 
favorise la colonisation in vitro et in vivo par des cellules 
conjonctives et inf lammatoires ainsi que par des vaisseaux 
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sanguins. Ces gels sont en outre hemostatigues lors des 
gref fes. 

Toutefois, leurs qualites mecanigues restent inediocres et 
ils se degradent rapidement, comitie indigue par Bell et al. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol 76, n"3, pp. 1274-1278 (1979). 
Leur utilisation dans des gref fes n'est done pas satisfai- 
sante. 

Les gels de la deuxieme categorie indiguee ci-dessus ont 
une structure a base d'eponges ayant un faible degre de reti- 
culation, et presentant des pores de grande dimension. Cette 
caracteristique interdit pratiquement la culture de cellules a 
leur surface et 1' inclusion de cellules conjonctives . Cette 
structure ne favorise pas la migration cellulaire. En outre, 
les glycosaminoglycanes conferent a ces gels des proprietes 
anticoagulantes qui ne sont pas souhaitables lors d'une greffe 
apres excision, tandis que le collagene soluble est hemosta- 
tique . 

Le brevet FR 2.517.315 decrit un precede de fabrication 
de compositions associant un collagene natif ou dereticule et 
des mucopolysaccharides (glycosaminoglycanes) se presentant 
sous forme de solutions limpides, de gels homogenes, de 
poudres ou d'eponges. La dereticulation est effectuee par 
traitement par la soude a pH 14, qui a pour effet d'empecher 
la reticulation importante des gels de collagene qui se pro- 
duit a pH neutre. Pour pouvoir obtenir un gel homogene, selon 
ce brevet, il faut ramener le pH a 7 environ par addition de 
soude, puis effectuer une lyophilisation pour procurer des 
structures spongieuses. Le traitement alcalin presente cepen- 
dant 1 ' inconvenient de creer une charge negative importante 
qui defavorise la culture cellulaire, et diminue la capacite 
du collagene a former des fibrilles in vitro, et a se reticu- 
ler . 

Le brevet FR 2.516.927 decrit un precede permettant 
d' obtenir des composes sous forme de pates, membranes ou 
eponges, par extraction de collagene placentaire en grande 
partie insoluble, en operant par traitement enzymatique et al- 
calin ; mais les collagenes obtenus ne peuvent pas reticuler 
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spontanement in vitro, et ne peuvent servir qu'a la prepara- 
tion d'eponges, fibres, membranes ou fibres a usage chirurgi- 
cal. Ces eponges ne peuvent etre utilisees comme equivalents 
dermiques pour des greffes, mais seulement comme materiau de 
comblement, notamment osseux, par exemple en association avec 
1 'hydroxyapatite comme dans le brevet FR 2.585.576. 

Le brevet FR 2.318.189 decrit des materiaux composites 
collagene - mucopolysaccharides reticules biocompatibles, la 
reticulation etant effectuee soit par fixation par le gluta- 
raldehyde, soit par rdticulation dehydrothermique . La presence 
d'un mucopolysaccharide interdit en effet la reticulation 
spontanee in vitro du collagene, par blocage des telopeptides 
du collagene qui coprecipite dans le milieu de formation, ce 
qui ne permet pas de disposer de gel homogene. 

Enfin, on connalt quelques procedes permettant d'obtenir, 
par culture in vitro, des epitheliums humains que I'on peut 
ensuite greffer au receveur en limitant les risques de rejet. 
Ainsi, le brevet FR 2.589,165 decrit une culture de cellules 
epitheliales, suivie d'une etape de congelation / decongela- 
tion des cellules en suspension; on peut ulterieurement effec- 
tuer une allogreffe des feuillets epitheliaux ainsi obtenus, 
mais ce precede ne concerne que le remplacement de I'epiderme, 
et n'est pas satisfaisant dans le cas des brulures profondes 
affectant tout le derme. 

La presente invention a pour objet de nouveaux produits 
biologiques evitant les inconvenients des produits connus rap- 
peles ci-dessus, presentant des proprietes favorisant la cul- 
ture de cellules epitheliales en surface, et la greffe pour le 
remplacement du tissu conjonctif. 

L' invention concerne egalement un precede de preparation 
de tels produits a partir de collagenes ayant des proprietes 
specif iques. 

Les nouveaux produits biologiques selon 1' invention se 
distinguent en ce qu'ils comprennent une structure composite a 
base de collagene soluble ou insoluble faiblement reticule 
formant une trame spongieuse a larges mailles, dans lesquelles 
est inclus du collagene natif fortement reticule. 
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Conformement au precede de 1' invention, les nouveaux pro- 
duits biologiques de remplacement du tissu conjonctif sont ob- 
tenus par incorporation d'un gel de collagene natif dans une 
structure spongieuse a base de collagene, associee le cas 
^ echeant a des glycosaminoglycanes, puis reticulation du colla- 
gene soluble a I'interieur de la structure spongieuse. 

L' incorporation peut s'effectuer par exemple par aspira- 
tion sous vide d'un gel de collagene soluble dans I'eponge de 
collagene faiblement reticule. La reticulation du collagene 
Jlo soluble dans la structure spongieuse peut ensuite etre reali- 
see simpleitient en portant 1' ensemble a une temperature vo.isine 
de 37 °C en maintenant le milieu a un pH sensiblement neutre. 

II est avantageux d'effectuer 1' aspiration sous vide sous 
line pression inferieure a 2 bars (2.10^ Pa) environ, par 
M exemple entre 0,5 et 1 bar, et de preference entre 0,6 et 0,8 
bar. le rapport en poids du collagene soluble natif au colla- 
gene spongieux (faiblement reticule) est fonction du degre 
d'hydratation du collagene, et peut etre par exemple entre 1/2 
et 1/10. 

2^ Le gel de collagene soluble utilise dans 1' invention peut 

etre par exemple un gel de collagene acidosoluble natif de 
type I, associe le cas echeant a un autre type de collagene, 
et pouvant contenir des f ibroblastes, des chondrocytes, des 
cellules inf lammatoires , ou des cellules endotheliales. 

2.r Le collagene constituant la structure spongieuse est un 

collagene insoluble reticule ou un collagene soluble precipite 
puis reticul6. La reticulation peut s'effectuer par les tech- 
niques connues susceptibles de lui donner une structure spon- 
gieuse, et plus particulierement par traitement par le gluta- 

3o raldehyde, par lyophilisation ou par reticulation dehydrother- 
mique. Ce collagene peut etre associe a un ou plusieurs glyco- 
saminoglycanes tels que, par exemple, I'acide chondroitine-4- 
sulfate, I'acide chondroitine-6-sulf ate , I'acide hyaluronique, 
le keratane sulfate ou le dermatane sulfate, qui se fixent au 
collagene lors de la reticulation. 

Les produits biologiques a base de collagenes ainsi obte- 
nus possedent des proprietes mecaniques bien superieures 
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celles des produits connus et a celles des materiaux de base 
pris isolement (collagene faiblement reticule associe a des 
glycosaminoglycanes d'une part, et collagene soluble reticule 
de type I d' autre part) • lis peuvent etre epithelialises in 
vitro, lis possedent des proprietes qui peuvent avantageuse- 
ment evoluer dans le temps, apres la greffe, grace a la degra- 
dation plus rapide du collagene soluble natif, et sont ainsi 
d'abord hemostatiques , puis deviennent anticoagulants. lis fa- 
vorisent 1 ' angiogenese en raison notamment de la presence des 
glycosaminoglycanes dans la trame spongieuse, et ont un effet 
d' attraction des f ibroblastes , permettant la mise en place ra- 
pide d'un tissu neoconjonctif . 

En raison des proprietes indiquees ci-dessus, les nou- 
veaux produits biologiques de 1' invention peuvent etre direc- 
tement utilises tels quels pour des greffes, ou etre conserves 
dans des conditions appropriees, de preference sous vide a 
basse temperature, ou lyophilises. lis peuvent egalement etre 
utilises comme supports de culture de cellules epidermiques, 

Les exemples suivants illustrent 1' invention sans en li- 
miter la portee. 

EXEMPLE 1 

On prepare un equivalent de tissu conjonctif pret a etre 
epithelial ise pour une greffe de peau ou de muqueuse suivant 
le precede decrit ci-apres. 

On utilise comme collagene soluble natif un collagene 
acidosoluble extrait de derme de veau, dans une solution 
aqueuse d'acide acetique 0,5 M. La concentration en collagene 
est de 0,5% (m/v) . On prepare un gel de collagene en effec- 
tuant d'abord une dialyse de la solution a 0,5% de collagene 
dans I'acide acetique 0,5 M centre de I'acide acetique alp 
1000 (v/v) pendant plusieurs jours, puis en neutralisant 
I'acide par 0,2 5 ml de soude 0,1 N pour 1,5 ml de collagene. 

La trame spongieuse a larges mailles de collagene est 
constituee par une eponge de collagene associee a des glycosa- 
minoglycanes (acide condroitine-4 -sulfate) , disponible dans le 
commerce sous la marque Translagen (Bioetica) . Le rapport en 
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poids collagene/glycosaminoglycane est egal a environ 2/1 et 
la dimension des pores est d'environ 50 a 100 microns. 

Le gel de collagene obtenu comme indique ci-dessus est 
aspire sous vide dans la trame spongieuse en pla9ant cette 

^ derniere sur un filtre a pores de 0,45 m pose sur un support- 
filtre pour analyses (Millipore) de 40 mm de diamfetre, portant 
un reservoir de memes dimensions, dans lequel on coule le gel 
de collagene. La sortie du filtre est branchee a un appareil 
d' aspiration sous vide creant une depression d' environ 0,7 bar 
(0,7.10^ pa). L' aspiration sous vide provoque la descente du 
gel dans la trame jusgu'S ce que le filtre soit colmate par le 
collagene, ce qui indique que I'eponge est totalement remplie 
par le gel, ce qui correspond a 1 ' incorporation d' environ 5 ml 
de collagene soluble natif dans environ 6 ml d' eponge. 
M L' operation ci-dessus s'effectue a une temperature d' en- 

viron 4-C pour eviter une reticulation prematuree du gel. 

L' eponge contenant le gel de collagene est ensuite portee 
a 37 -C environ pendant 4 a 5 minutes environ, pour provoquer 
la reticulation du gel dans la trame spongieuse. 

^ on obtient ainsi un produit a structure composite que 

I'on place dans une boite de culture et que I'on recouvre du 
milieu de culture. Elle est ensuite ensemencee par des cel- 
lules epitheliales. Le milieu de culture est celui qui sera 
utilise pour la culture de cellules epitheliales. 
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TCV-RMPLE 2 

on prepare un equivalent dermique vivant en suivant le 
precede indique ci-apres. 

on incorpore des fibroblastes dans le gel de collagene 
soluble decrit dans I'exemple 1, en operant a 4°C selon la me- 
thode de Bell. Les fibroblastes utilises sont des fibroblastes 
de peau humaine subcultives. 

La composition du gel est la suivante (pour 10 ml de 

gel) : 
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MEM 1,76 X 
Collagene 0,5% 
NaOH 0,1N 



4,6 ml 
3,0 ml 

0,5 ml 
0,9 ml 
.1,0 ml 



SVF 



Fibroblastes dans milieu de culture EMEM 



EMEM 1,7 6 X est un milieu de culture EMEM concentre (il 
peut s'agir de D-EMEM ou de L-EMEM complementes a 10% de SVF) ; 
le milieu de culture EMEM est bien connu dans la technique. Le 
collagene est sous forme de solution aqueuse a 0,5% acidifiee 
par de I'acide acetique alp 1000; SVF est du serum de veau 
foetal . 

Le gel est incorpore dans I'eponge de collagene suivant 
la meme technique que dans I'exemple 1. 

La structure composite ainsi obtenue peut etre greffee 
telle quelle, ou etre epidermisee in vitro pour reconstituer 
un equivalent de peau vivant. 
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REVENDICATIONS 

1. Nouveau produit biologique de remplacement du tissu 
conjonctif, a structure composite a base de collagene, carac- 
terise en ce qu'il comprend une trame spongieuse a larges 
laailles de collagene soluble ou insoluble faiblement reticule, 
dans lesquelles est inclus du collagene natif fortement reti- 
cule. 

2. Nouveau produit biologique selon la revendication 1, 
caracterise en ce que le collagene natif est constitue par un 
gel de collagene acidosoluble natif de type I fortement reti- 
cule. 

3. Nouveau produit biologique selon la revendication 2, 
caracterise en ce que le collagene acidosoluble est associe a 
un autre type de collagene et/ou contient des f ibroblastes , 
des chondrocytes, des cellules inf lammatoires ou des cellules 
endotheliales . 

4. Nouveau produit biologique selon la revendication 1, 
caracterise en ce que le collagene constituant la traxne spon- 
gieuse est associe a un ou plusieurs glycosaminoglycanes . 

5. Nouveau produit biologique selon la revendication 4, 
caracterise en ce que le glycosaminoglycane est choisi parmi 
1 ' acide chondroitine-4-sulf ate, 1 ' acide chondroitine-6-sulf a- 
te, 1' acide hyaluronique, le keratane sulfate et le dermatane 
sulfate. 

6. Precede de preparation de nouveaux produits biolo- 
giques de remplacement du tissu conjonctif selon la revendica- 
tion 1, caracterise en ce qu'on incorpore un gel de collagene 
natif dans une structure spongieuse a base de collagene asso- 
ciee le cas echeant a des glycosaminoglycanes, puis on effec- 
tue une reticulation du collagene natif a I'interieur de la 
structure spongieuse - 

7. Precede selon la revendication 6, caracterise en ce 
1 ' incorporation s'effectue par aspiration sous vide d'un gel 
de collagene natif dans I'eponge de collagene faiblement reti- 
cule. 

8. Precede selon la revendication 6, caracterise en ce 
que la reticulation du collagene natif dans la structure spon- 
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gieuse est realisee en portant 1' ensemble a une temperature 
voisine de 37 °C en maintenant le milieu h un pH sensiblement 
neutre . 
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